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(57) Abstract 

A carrier-bound recombinant protein is obtained by expression of a 
fusion protein gene in Gram negative bacteria that codes for at least a hydro- 
phobic, non-lytic membrane integrating protein domain and for the recombi- 
nant protein, and by expressing a gene that codes for a lytic membrane pro- 
tein from bacteriophages or for a lytic toxin release gene or lytic partial 
sequence thereof, the carrier-bound recombinant protein being recovered 
from the culture medium. The recombinant protein is fixedly incorporated in 
the cell wall complex of Gram negative bacteria by means of a target se- 
quence. Also disclosed are a recombinant DNA used to produce the protein, 
the process for producing the same and the use of the disclosed carrier- 
bound recombinant protein for immunisation and as a vaccine. 

(57) Zusammenfassung 

Die Erfindung betrifft ein tragergebundenes, rekombinantes Protein, 
erhaitlich durch Expression eines" Fusionsprotein-Gens in gramnegativen, 
Bakterien, welches fur mindestens eine hydrophobe, nicht lytisch wirkende 
membranintegrierende Proteindomane.sowie das rekombinante Protein ko- 

diert und eines Gens das fur ein lytisch wirkendes Membra nprotein aus Bakteriophagen oder fur ein lytisch wirkendes Toxinre- 
leasegeh oder lytisch wirkender Teilsequenzen davon kodiert und Gewinnung des tragergebundenen rekombinanten Proteins aus 
der Kulturbrtlhe. Das rekombinante Protein wird dabei iiber eine Targetsequenz fest in den Zellwandkomplex von gramnegativen 
Bakterien eingebaut. Ebenfalls Gegenstand der Erfindung ist eine rekombinante DNA zur Herstellung des Proteins, das Herstell- 
verfahren sowie die Verwendung der erfindungsgemaBen tragergebundenen rekombinanten Proteine zur Immunisierung und als 
Vakzine. ' 
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TrageraQbundene rekombinante Proteine , Verfahren zur 
Herstelluna und Vervenduna als Immunogene u nd Vakzine 

Die Erfindung betrifft tragergebundene rekombinante 
Proteine, ein Verfahren zu ihrer Herstellung und ihre 
, Verwendung, insbesondere als Immunbgene und Vakzirie. 

Die Hauptaufgabe des Iinmunsystems bei Mensch und Tier 
besteht in der Abwehr und Vermeidung pathologischer 
Schadeh, die aufgrurid von entarteten Zellen infektiosen 
Viren, Bakterien, Pilzen oder Protozoen entstehen. Das 
Inonunsystem zeichnet sich dadurch aus, ,da3 eine iiroaer 
starker werdende Resistenz nach wiederliplten Inf ekten 
mit Krankheitserregern auftritt. Ziel der Immunisierung 
ist es, Abwehrkrafte des Immunsyst'ems . gegen bestimmte 
KranJcheit serreger auf zubauen, ohne entsprechende 
Krankheiten auszulosen. 

Antikdrper und zellulare T- und B-Lymphozyten, sorgen 
fur die spezifische Abwehr von Erregearn, Dabei ist die 
Erkenhung fremder Strukturen wie z. B. solcher, die auf 
einer Bakterienzelle vorkqmmen, eine wesentliche. 
Voraussetzung. Je nach Stimulierung des Immunsystems 
kann dabei nach Immunisierung eine zeitlich begrenzte 
oder eine lebenslange Immunitat gegen Krankheitserreger 
aufgebaut werden. 
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Fur die Qualitat von monoklonalen und polyklonalen 
Antikdrpern sowie fiir die Wirksamkeit von yakzinen ist 
es wesentlich, daB die Immunantwort auf das Antigen in 
ausreichendem Umfang erf olgt . Hauf ig zeigen jedoch 
, virale Antigene oder rekombinante humane Proteine, wenn 
sie ohne weitere Modifikation eingesetzt warden, eine 
schlechte oder gar keine Immunantwort. Aus diesem Grund 
werden diese Antigene hauf ig .an Trager (vorzugsweise an 
Proteine) gekoppelt um die Immunantwort zu verstarken. 
Durch die Bindung der Antigene an den Trager konnen 
jedoch die Antigene im oder in der Nahe der antigenen 
Determinante verandert werden. Dadurch kann die 
Immunantwort betrachtlich geschwacht werden. 

Zur Verbesserung der Immunantwort ist es vorteilhaft, 
solche Antigene in die auBere Membran von Bakterien 
einzubauen und didse Komplexe als Immunogene zu 
verwenden (J. Immunol. 139 (1987) 1658 - 1664, Bacterial 
Vaccines and Local Immunity - Ann. Sclavor 1986, n.1-2, 
pp. 19-22, Proceedings of Sclavo International 
Conference, Siena, Italy, 17^19 November 1986) ♦ Auch 
werden abgeschwachte bzw. abgetdtete: Erreger (Bakterien 
oder Viren), aufbereitete Teilkomponenten von 
Krankheitserregern (Membranproteine von Bakterien, 
strukturproteine von Viren) oder rekombinante 
Lebendvakzine (Viren oder Bakterien) eingesetzt. 

Ein Nachteil bei der Verwendung von lebenden Bakterien 
oder Viren als Immunogene fiir die Immunisierung liegt 
darin, daB eine unerwiinschte krankheitserregende 
Ausbreitung der Keime nicht ausgeschlossen werderi kann. 

Durch Abtotung oder Fragment ierung der Bakterien und 
Viren vor Verwendung als Immunogen oder Vakzine 
kann allerdirigs die antigene Determinante verandert 
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werden, wodurch die Immunantwort deutlich geringer sein 
kann, 

Aufgabe der vorliegenden Erfindung ist es deshalb, 
Immunogene und Vakzine bereitzustellen, die diese 
Nachteile nicht besitzen. 

Diese Aufgabe wird durch ein tragergebundenes , 
rekombinantes Protein gelost, welches erhaltlich ist 
durch Expression eines Fusionsprotein-Gens . in 
gramnegativen Bakterien, welches fur mindestens eine 
hydrophobe, nicht lytisch wirkende, 
membranintegrierende Proteindomane sowie fur das 
rekombinahte Protein kodiert und eines Gens, das fur ein 
lytisch wirkendes Membranprotein aus Bacteriophage^ fiir 
ein lytisch wirkendes Toxinrelease Gen oder fiir 
lytische Teilseguenzen davon (iia folgenden als Lyse-Gen 
bezeichnet) kodiert und Gewinnung des tragergebundenen, 
rekombinanten Proteins aus der Kulturbruhe. 

Vorzugsweise wird die Expression des Fusionsprotein- 
Gens und des Lyse-Gens von zwei verschiedenen 
Promotoren (Fig.l) aus gesteuert. Die Expression des 
Lyse-Gens erfolgt vorzugsweise verzogert gegeniiber der 
Expression des .Fusionsproteins. 

Durch diese Art der Expression von Fusionsprotein-Gen 
und Lyse-Gen wird erreicht, da3 zunachst eine Vielzahl 
von Fusionsproteinen in die Membran der als , 
Wirtsorganismus verwendeten gramnegativen Bakterien 
integriert werden und anschlieSend eine Lyse dieser 
Bakterien erfolgt, Der sorist dichte Zellwandkomplex der 
Bakterien wird dabei so permeabilisiert , da£ die 
cytoplasmatischen Bestandteile der Bakterien freigesetzt 
werden. (Eur. J. Biochem. 180 (1989), 393 - 398), Die. 
Morphologie der Zellen, beispielsweise die Stabchenform 
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von E.coli Zellen, bleibt erhalten. Es bildet sich 
lediglich in einein abgegrenzten Bereich der Membran eine 
Tunnelstruktur aus. Die Tunnelbildung wird begleitet 
durch eine Fusion der inneren und auBeren Membran am 
Tunnelrand. Die auf diese Weise entstandenen 
Bakterienhiillen stellen die Trager fur das rekombinante 
Protein dar und werden im weiteren als Bakterienghosts 
bezeichnet (Fig- 2) . 

Die Bakterienghosts bestehen aus cytoplasmatischer 
(innerer) Membran, periplasmatischem Raum. und auBerer 
Membran, wobei die Integritat des Zellwandkomplexes 
weitgehend erhalten bleibt. Fur Bakterienstamme, die 
zusatzlich eine S-Layer-Schicht (parakristalline 
Proteinschicht auBerhalb der auBeren Membran) aufweisen, 
ist diese Proteinschicht ebenf alls Bestandteil der 
Bakterienghosts (Ann.. Rev. Microbiol. 37 (1983) , 311- 
339)^ Die Bakterienghosts sind s omit Trager der 
rekombinanten Proteine (Immunogene) und stellen 
gleichzeitig aufgrund ihres Aufbaus (Peptidoglykan , 
Lipopolysaccharid) das Adjuvans zur Verstarkung der x 
Immunantwort dar. 

Als Wirtsorganismen sihd alle gramnegativen Bakterien, 
vorzugsweise gramnegative Krankheitserreger wie z.B. 
Escherichia coli, Bordetella pertussis, Campylobacter 
nijuni, Corynebacterium diphteriae, Legionella 
pneumophilia, Listeria monocytogenes, Pseudomonas 
aeruginosa, Shigella dysenteriae, Vibrio cholerae, 
Yersinia enterolitica geeignet ( Schaechter, M, H. 
Medoff , D. schlesinger, Mechanisms of Microbial Disease. 
Williams and wilkins, Baltimore (19 89) ) . 



Die erf indungsgemaBen . ibragergebundenen , rekombinanten 
Proteine eignen sich uberraschend gut als Immunogene, 
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wobei es zu ausgepragten Immunantworten und sehr hohen 
Antikorper-Titern kommt. 

Ein besonderer Vorteil ergibt sich , dadurch, daB das 
rekombinante Protein direkt nach der Expression in die 
Membran der Bakterien integriert und so die 
Tragerbindung hergestellt wird. Damit eriibrigt sich die 
Isolierung des rekombinanten Proteins als solches vor 
Herstellung des Immunogens. Da es zudem fur die 
Herstellung von immunogenhaltigen Bakterienghosts 
ausreichend ist, wenri einige hundert bis zur maximal 
moglichen Anzahl (ca. 50000) rekombinante Antigene in 
die Membran der Bakterienghosts, integriert sind, 
eriibrigt sich eine Uberexpression des rekombinanten 
Proteins . 

Ein weiterer Vorteil des erf indungsgemaBen Verfahrens 
besteht daring daB sehr viele antigene Epitope im 
Zellwandkomplex der Bakterienghosts prasentiert werden. 
Es hat sich gezeigt, daB die Target sequenz en fur. die 
rekombinanten Proteine bestimmte Bereiche innerhalb des 
Bakterienzellwandkomplexes zur Integration bevorzugen. 
Diese Bereiche stellen hauptsachlich Adhasionsstelleh 
der inneren und auBeren Membran dar und stehen mit der 
Zellteilung der Bakterien in Verbindung. Dadurch kommt 
es zu keiner uniformen Verteilung des rekombinanten 
Proteins sondern zu inselartigen Anreicherungen 
innerhalb des Zellwandkomplexes (vgl; Fig. 2d) . Die 
gehaufte Anordnung der rekombinanten Proteine innerhalb 
eines relativ kleinen Bereichs (cluster) hat den 
Vorteil, daS Immunglobulin^tragende B-Zellen zur 
Poliferation angefegt werden. Zum anderen wirkt das in 
den Bakterienhullen vorhandene Lipopolysaccharid als 
Mitogen und lost ebenfalls ein Signal zur Zellteilung 
aus. Damit erhalt man eine ef f ektive Stimulation der B- 
Zeli-spezif ischen Produktion von Immunglobulinen. 
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Weiter hat sich gezeigt, daB die erf indungsgemaBen 
tragergebundenen , rekombinanten Proteine in ihren 
natur lichen Proteinstrukturen und damit in aktiver Form 
in die Bakterienmembran integriert sind. 

Dies ist besonders iiberraschend, da iiblicherweise 
rekombinante Proteine nach Expression in 'Prokaryonten 
als inclusion bodies (vgl. EP-A 0219 874, WO 89/03711) 
in ihaktiver Form erhal ten werden und erst anschlieBend 
durch Dehaturierung und Renaturierung in die aktive Form 
ubergefuhrt werdeh konnen. 

Als rekombinante Proteine geeignet sind alle dem 
Fachmann gelaufigen Proteine . Besonders bevorzugt werden 
Humanproteine und Antigene, insbesondere virale Antigene 
verwendet. Ihre GroBe ist nicht begrenzt. Vorzugsweise 
betragt das Molekulargewicht der Antigene aber 2000 bis 
200000 Dalton. 

Besonders bevorzugt weist das rekombinante Antigen 
antigene Strukturen von humanen Viren und Retroviren wie 
2.'B. von HIV, HBV und EBV auf. 

Die hydrophoben, nicht lytisch wirkenden und 
membranintegrierenden Proteindomanen werden imweiteren 
als Targetsequenzen bezeichnet. Bevorzugt sind als 
Targetsequenzen' komplette Seguenzen Oder Teilsequenzen 
von Membranproteinen, die jedoch auch durch 
Atninbsaureaustausche modif iziert seih konnen . Ein 
solcher Austausch darf jedoch. die Struktur des 
entsprechenden Proteins nicht verandern. 
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Vorzugsweise werden solciie Target seguenz en verwendet, 
die - im Unterschied zu signalsequenzen von anderen 
Membranproteinen- durch in der Membran vorkommende 
Proteasen (z. B. Signalpeptidase und Proteasen des 
periplasmatischen Ramus) nicht gespalten werden. 
Targetsequenzen konnen beispielsweise durch 
Proteinengineering aus natiirlich vorkommenden 
Sequenzen des Lysisgens der PhiX174 Phagengruppe (fur N- 
tenninales Targeting) sowie aus den natiirlich 
vorkommenden Sequenzen des Lysisgens der MS 2 
Phagengruppe (fur C-terminales Targeting) abgeleitet 
werden. 

Als Targetsequenz eignet sich vorzugsweise eine 
hydrophobe alpha -helicale Proteindomane aus 14 bis 2 0 
Aminosauren, die N- und C- terminal von jeweils 2 bis 
3 0 belieibigen Aminosauren flankiert sein kann. 
Vorzugsweise kann an diese Proteindomariie mindestens eine 
weitere Proteindomane gebunden sein. Die Bindung erfolgt 
vorzugsweise uber flexible Linkersequenzen. Unter 
flexiblen Linkersequenzen sind hydrophile 
Aminosauresequenzen mit 2 bis. 10 0 Aminosauren, 
vorzugsweise mit 2 bis. 3 0 Aminosauren, und mit 
ungeordneter Sekundarstruktur zu verstehen (Turn- und 
Random Coil-Seguenzen) . 

Die weiteren Proteindomanen, die an die erste 
Proteindomane gekoppelt sind, konnen analog wie die 
erste Proteindomane aufgebaut sein. Es ist jedoch 
bevorzugt, daB mindestens eine der weiteren Domanen eine 
B-Faltblattstruktur besitzt und aus 10 bis 16 
Aminosauren, vorzugsweise 11 bis 13 Aminosauren, 
aufgebaut ist. Solche B-Faltblattstrukturen gleichen 
vorzugsweise in ihrem Aufbau und ihrer Sekundarstruktur 
ampipathischen Proteinsequenzen, die in Porinen der 
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auSeiren Membranen vorkommen. Fur ein N-terminales 
Targeting ist es bevorzugt, solche Targets equenz en zu 
verwenden, welche die Aminosauren 1 bis 54. von Protein E 
aus dem Phagen PhiX174 enthalten (im weiteren als E'- 
Sequenz bezeichnet) und nicht lytisch wirken. Fur ein C- 
terminales Targeting ist es bevorzugt, Targetsequenzen 
zu verwenden, welche die Aminosauren 21 bis 75 von 
Protein L aus dem Phagen MS 2 enthalten (im weiteren als 
L'-Sequenz bezeichnet) und nicht lytisch wirken. 
(Sequenzen vergleiche EP-A 0 291 021) . Ebenso geeignet 
sind Sequenzen, die sich aus den genannten Sequenzen der 
E- und L-Targets equenz en durch einen homologen : - . 
Aminosaureaustausch, der keine Veranderung der 
Proteins ekundarstruktur verursacht, ableiten. 

Unter Membranproteinen von Bacteriophagen sind 
vorzugsweise Membranproteine von Bacteriophagen der 
Klasse Mikroviridae , vorzugsweise von icosahedralen, 
lytischen und ssDNA enthaltenden Phagen, die 
Enterobacteriacae infizieren konnen, zu verstehen* 
Beispiele hierfur sind die Phagen PhiX174, S13, G4, G6, 
G14, PhiA, PhiB/ Phic, PhiR, welche £., coll C Stamme 
infizieren konnen. Ebenso geeignet ist alpha3, welcher 
E. coli c und E. coli B Stamme infizieren kann. Ebenso 
geeignet sind die Phagen K9 , St-1, PhiK, PhiXtB und U3 , 
welche E. coli K12 St amine infizieren konnen ( Sinsheimer 
R.L. (19 68) in: Prog. Nucl. Acid Res. Mol. Biol 
(Davidson J.N. & Gohn W.W. , eds) Vol.8, Academic Press 1 , 
New York & London, pp. 115-169; Tessman E.S. & Tessmann 
I. (1978) in: The single-stranded DNA Phages (Denhardt 
D.T., Dressier D. & Ray D.S., eds.) Cold Spring* Harbor 
Press, Cold Spring Harbor, pp. 9-29; Hayashi M. , Aoyama 
A., Richardson D.L. & Hayashi M.N. (1987) in: The 
Bacteriophages, pp. 1-71) . 
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Als lytisch wirksame Membranproteine sind vorzugsweise 
Lyseproteine aus den genannten Bakteriophagen sowie 
andere Toxin-release Gene wie Colicin Lysegen 
(Microbiol. Sciences 1 (1984) 168-175 und 203 -205) 
geeignet. 

In einer weiteren bevorzugten Aus fuhrungs form ist an das 
rekoinbinante Protein ein nicht kovalent bindender 
Bindungspartner fur dieses Protein, an den 
gegebenenfalls noch'weitere Substanzen kovalent oder 
nicht kovalent gebunden sind, gebunden. Beispiele fiir 
Bindungspaare, deren Partner als Bindungspartner 
geeignet sirid, sind beispielsweise Biptin - Streptavidin 
bzw. Avidin, Hapten - Antikdrper, Antigen - Antikorper, 
Konkavalin - Antikorper, Zucker - Lectin,. Hapten - 
Bindeprotein ~ (z.B. Thyroxin bindendes Globulin und 
Thyroxin) oder bligopept id-Ant ikorper. 

' Bevorzugt wird als bindendes Paar Streptavidin bzw. 
Avidin und Biotin eingesetzt. Besonders bevorzugt wird 
als immobilisiertes, rekombinantes Protein Streptavidin 
bzw. Avidin verwendet und daran biotinyliertes Antigen 
gebunden.. . / 

Weiter ist es bevorzugt als rekombinantes Protein ein. 
Protein zu verwenden, das einen chemischen Liganden 
erkennt. Beispiele hierfiir sind fl-Galactosidase/p- 
Aminophenyl-5-D-thiogalactosid (ein Strukturanaloges der 
Lactose), Gene 29 (1984) 27-31. Durch die Erkennung des 
aktiven Zentrums der fl-Galactosidase ohne eine Spaltung 
des Substr'ats , werden derartig substituierte Produkte an 
die Bakterienghost gebunden. 
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Ein weiterer Gegenstand der Erf indung ist eine 
rekombinante DNA, die eine erste DNA-Sequenz (DNA- 
Targetsequenz ) , welche fur mindestens eine hydrophobe/ 
nicht lytisch wirkende membranintegrierende 
Proteindomane codiert, eine zweite DNA-Seguenz (DNA- 
Proteinseguenz) , die fiir ein rekombinantes Protein 
kodiert, sowie eine unter davon getrennter Kontrolle 
stehenden DNA-Seguenz (DNA-Lysegen) , die fiir ein lytisch 
wirkendes Membranprotein aus Bacteriophages oder ein 
lytisch wirkendes Toxin-release-Gen oder fiir deren 
lytisch wirkenden Telle kodiert, enthalt. 

Als DNA-Targetsequenzen werden DNA-Seguenzen bevorzugt, 
welche fiir das L. 1 - Protein oder E'- Protein kodieren. 
Ebenso geeignet sind DNA-Sequenzen, die fiir von diesen 
Proteinen abgeleiteten Aminosauresequenzen mit gleicher 
Sekundarstruktur kodieren . : Diese Sequenzen sind 
vorzugsweise durch DNA-Sequenzen verbunden, die fiir 
hydrophile Proteindomanen mit 2 bis 30 Aminosauren und 
ungecrdneter Sekundarstruktur codieren. 

In einer, bevorzugten Ausf iihrungsf orm enthalt die DNA- 
Lysesequenz die DNA-Seguenz des E-Proteins, ■ ■ 

die DNA-Sequenz des L-Proteins oder die DNA-Sequenz des 
EL-Hybridproteins (Sequenzen vgl. EP-A 0 291 021). 
Ebenso geeignet : sind Teilsequenzen davon, die lytisch 
wirken. 

Die DNA-Proteinseguenz ist vorzugsweise die DNA-Sequenz 
eines viralen Antigens (z. B. HIV, HBV, EBV) oder eines 
rekombinanten Huinanproteins . 
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Ein weiterer Gegenstand der Erf indung ist ein Verf ahren 
zur Herstellung eines tragergebundenen, rekombinanten 
Proteins, welches dadurch gekennzeichnet ist/ da£ in 
gramnegativen Bakterien ein Fusionsprotein, welches 
mindestens eine hydrophobe, nicht lytisch wirkende, 
membranintegrierende Proteindomane sowie ein 
rekombiriantes Protein enthalt und ein lytisch 
wirkendes Membranprot^in aus Bakteriophagen oder 
eines lytisch wirkenden Toxinrelease Gens oder 
lytisch wirkender, Teilseguenzen davon exprimiert 
werden und das trageirgebundene , rekombinante Protein 
aus der Kulturbriihe gewonnen wird. Die Transformation und 
Expression kann nach den dem Fachmann gelaufigen 
Verf ahren erf olgen. Vorzugsweise erf olgt die 
Transformation durch Elektroporation oder Konjugation. 

Vorzugsweise wird wahrend der Fermentation zunachst die 
Aktivitat des lytischen Proteins inhibiert oder die 
Expression des Lysegens repriniiert und erst zu einem 
gewunschten Zeitpunkt, vorzugsweise in der spaten 
logarithmischen Phase, die Inhibierung oder Repression 
aufgehoben. 

In einer. weiteren bevorzugten Ausf iihrungsf orm wird das 
so gewonnene. tragergebundene, rekombinante Protein mit 
einem gegebenenf alls derivatisierten Bindungspartner fur 
das Protein inkubiert und das entstandene Konjugat 
isoliert. Als Bindungspartner sihd die oben genannten 
Partner der Bindungspaare geeignet. 

In einer weiteren bevorzugten Ausf iihrungsf orm werden die 
Gene von mindestens zwei verschiedenen rekombinanten 
Proteinen erf indungsgemaB exprimiert. Dadurch konnen 
Immunogene oder Vakzine erhalten werden, die mehrere 
antigene Strukturen aufweisen. Besonders bevorzugt ist 
es hierbei, als rekombinante Proteine die antigenen 
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Determinanten von v'erschiedenen Viren oder Retroviren 
(z.B. HIVl, HIV2, HBV und EBV) zu verwenden. Zur 
Expression konnen diese Gene in einem Expressionsvektor 
entweder als offener Leserahmen in 3 1 -Richtung . nach dem 
Gen der Targetsequenz angeordnet sein oder es kann fur 
jedes zu exprimierende rekombinante Protein ein eigener 
Vektor verwendet werden. In diesem Fall 1st es jedoch 
erforderlich, daB die Vektoren mit jeweils anderen 
origins of replication und anderen Resistenzgenen 
versehen sind. 

Ein weiterer Gegenstand der Erfindung ist ein Verfahren 
zur Herstellung von Antikorpern, welches dadurch 
gekennzeichnet ist, daB ein Saugetier mit einem 
tragergebundenen, rekombinanten Protein, welches 
erhaltlich ist durch Expression eines Fusionsprotein in 
gramnegativen Bakterien und welches mindestehs eine 
hydrophobe, nicht lytisch wirkende membran-integrierende 
Proteindomane sowie das rekombinante Protein enthalt, 
gegebenenf alls dazu ver'zogerter Expression eines lytisch 
wirkenden Membranproteins aus Bacteriophagen oder eines' 
lytisch wirkenden Toxin-release Gens oder lytisch 
wirkender Teilseguenzen davon immunisiert wird und 
die Antikorper aus dem Serum oder der Milz nach 
bekannten Verfahren gewonnen werden . 

In einer bevorzugten Aus fiihrungs form werden B- 
Lymphozyten der immunisierten Tiere in Gegenwart von 
trans formierenden Agenzien mit einer geeigneten Zellinie 
fusioniert, die Zellinie, welche die gewiinschten 
Antikorper produziert , kloniert und kultiviert und aus 
den Z ell en oder dem Kulturiiberstand die monoklonklen 
Antikorper gewonnen* 
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Es hat sich gezeigt, daB das erf indungsgemaBe Verfahren 
besonders zur Herstellung von viraleh Immunogenen, wie 
z . B . HlV-Immunogenen , HBV- Immunogenen , geeignet ist > 

Ebenso hat sich iiberraschenderweise gezeigt, daB - 
rekombinante Antigene, die bei der Expression in 
Prokaryonten ublicherweise in inaktiver Form als 
refractile bodies anf alien (z.B. Humanproteine wie tPA 
oder G-CSF) bei der Expression nach dem 

erf indungsgemaBen Verfahren in ihrer Aktivitat und damit 
. in ihren antigenen strukturen erhalten bleiben. Damit 
erweist sich das. erf indungsgemaBe Verfahren als 
besonders vorteilhaft bei der Herstellung immunogener 
rekombinanter Humanproteine. 

Ein weiterer Gegenstand der Erfindung ist die Verwendung 
der erf indungsgemaBen tragergebundenen rekombinanten 
Proteine als Impfstoffe (Vakzine) und zur Stimulierung 
von T-Lymphozyten.. 

- Die erf indungsgemaBen Impfstoffe konnen in ublicher- 
weise hergestellt und verwendet werden, 

Ein weiterer Gegenstand der Erfindung ist ein Verfahren 
zur Herstellung von Impfstoffen unter Verwendung der 
erf indungsgemaBen tragergebundenen, rekombinanten 
Proteine. Die Herstellung dieser Impfstoffe kann nach 
den bekannten Methoden durchgefiihrt werden. Bevorzugt 
wird jedoch das tragergebundene , rekombinante Protein 
zunachst lyophilisiert und anschlieBend, ggf . unter 
Zusatz von Hilf sstof f en, suspendiert. 

Es ist weiter bevorzugt, das Vakzin als multivalentes 
Vakzin zu formulieren.. Hierzu kann das erf indungsgemaBe 
tragergebundene rekombinante Protein mehrere an der 
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Membran des Bakterienghosts immobilisierte rekombinante 
Antigene enthalten. 

Die Impfung mit dem erf indungsgemaBen Vakzin kann auf 
die jedem Fachmann gelaufigen Methoden erfolgen, 
beispielsweise intradermal, intramuskular, 
intraperitoneal, intravenos, subkutan, oral und 
intranasal. 

Zur intramuskularen oder subkutanen Gabe kann das Vakzin 
beispielsweise in physiologischer Kochsalzlosung. 
suspendiert sein. Zur intranasalen oder intraoccularen 
Applikation kann das Vakzin, beispielsweise in Form 
eines Sprays oder einer ' waBrigen Losung angewendet 
werdeii. Fur lokale, beispielsweise orale Gabe ist es 
haufig erf orderlich, die Immunogene zeitweise gegen 
Inaktivierung zu schiitz en, beispielsweise gegen 
saccharolytische Enzyme in der Mundhohle oder gegen 
proteolytische Enzyme im Magen. Ein derartiger 
vorubergehendsr Schutz kann beispielsweise durch 
Verkapselung der Immunogene erfolgen. Diese Verkapselung 
kann beispielsweise durch uberziehen mit einem 
Schutzmittel (Mikroverkapselung) oder bei Einbettung 
einer Vielzahl von erf indungsgemaBen Immunbgenen in 
eineri schiitzenden Trager ( Makroverkapselung) erfolgen. 

Das Verkapselungsmaterial kann semipermiabel sein oder 
beim Einbringen in den mensciilichen oder tierischen 
Korper semipermiabel werden. ublicherweise wird fur die 
Verkapselung eine biologisch abbaubare Substanz als 
Trager verwendet. 
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Die nachfolgenden Beispiele, Abbildungen und 
.Sequenzprotbkolle erlautern die Erfindung weiter. 

Fig.l zeigt schematische Darstellungen der Plasmide 
pkSELS, pMLl und pMTVl ' 

Fig. 2. Schematische Darstellung eines Bakterienghosts, 
als Trager rekombinanter Prbteine 

a) Langsschnitt durch ein gramnegatives Bakterium 
(om: auflere Membran? pp: periplasmatischer 
Raum, im: innere (cytoplasmatische) Mebran, cp: 
Cytoplasma) . 

b) Ausbildung eines transmeittbranen Lysetunnels. 

c) Durch den Lysetunnes ausstromendes Cytoplasma. 

d) Bakterienghost mit Fusionsproteinen, die im 

* Zellwandkomplex uber Targetsequerizen verankert 
sind. 
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Beispiel 1 

N-terminales Membrantargeting fur HIV 1 gp4l. 

Aus dem Plasmid pHF14 wird ein HIV 1 spezifisches DNA- 
Fragment durch einen partiellen HincII/PvuII Verdau als 
ein 1445bp DNA- Fragment isoliert. Das Fragment enthalt 
die gesamte Sequenz von gp4i, (345 Codons von gp41) 
Linker Sequenzen, die letsten 45 Codons von. gpl20. Es 
entspricht den. Nucleotiden 4 bis 1448 aus SEQ ID NO: l. 

Nach Linearis ieren von Plasmid pKSELS (SEQ ID NO: 6) . mit 
AccI und Auf fullen der iiberhangenden DNA-Enden mit 
Klenow Polymerase wird das HIV1 spezifische DNA-Fragment 
mit diesem linearisiertem Plasmid ligiert. Das; 
entstandene Plasmid wird mit pHIEl bezeichnet und 
enthalt in frame eine Fusion einer Teilsequenz des E- 
Gens (E 1 -Targetsequenz) von PhiX174 mit dem oben 
genannten HIV1 -Fragment, wobei das naturliche Stoppcodon 
des HIV1 snv-Gens srhalten bleibt. 

Beispiel 2 

N- sowie c- terminales Membrantargeting von HIV1 gp41. 

Aus Plasmid pHF14 wird durch HincII-Verdau^ ein 1059 bp 
HIV1. spezifisches DNA-Fragment isoliert. Dieses Fragment 
enthalt S'-seitig Linker Seguenzen gefolgt von 45 Codons 
aus gpl20 sowie 301 Codons von gp41. Es entspricht den 
Nucleotiden 4 bis 1062 aus SEQ ID NO:l. Nach 
Linearisieren von Plasmid "pKSELS mit AccI und nach 
Auf fiillen der uberstehenden DNA-Enden mit Klenow 
Polymerase wurde ' das HIV1 spezifische DNA-Fragment mit 
diesem Vektor ligiert. Das entstandene Plasmid pHIE3 
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enthalt eine in frame Fusion einer Teilsequenz des E- 
Gens (E 1 -Targetsequenz) mit einer HIV Teilsequenz und 
einer Teilsequenz des L-Gens ( L f -Targetsequenz) . 



Beispiel 3 

C-terminales Membrantargeting von HIV1 gp41. 

Aus Plasmid pHF14 wird mit Sail und Hindi ein 1061 bp 
DNA-Fragment isoliert. Dieses Fragment enthalt 5 f -seitig 
Linker Sequenzen gefolgt von 45 Codons gpl20 sowie 301 
Codons gp41. Es entspricht den Nuclebtiden 2 bis 1062 
aus SEQ ID NO: 1. Nach Entfernen der E'-Sequenz aus dem 
Plasmid pKSELS durch Xhol/Accl-Verdau werden mit Hilfe 
von Klenow Polymerase die iiberstehenden DNA-Enden des 
Vektors, und des isolierten HIV1 Fragment aufgefiillt und. 
ligiert. Das entstandene Plasmid pHIE5 enthalt eine in. 
frame Fusion. der ersten 5 Codons des iacZ-Gens, 
Polylinker Codons, gpl2 0/gp41 Codons und Polylinker 
Codons gefolgt von der L 1 -Targetsequenz . 
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Beispiel 4 

C-fcerminales Membrantargeting von Streptavidin. 

Das 498 bp init Klenow Polymerase aufgefullte Xbal- 
Fragment (FXaStrpA, Nucleotide bis 499 von SEQ ID N0:2) 
aus pFN6 wird in das Plasmid pKSEL5,aus welchem das E»- 
. Gen-Fragment durch Schnitt mit HincII/XhoI deletiert 
wurde, in die aufgefullten Schnittstellen ligiert. Das 
erhaltene Plasmid wird mit pAV5 bezeichnet. Damit ergibt 
sich im Plasmid pAV5 eine in frame Fusion der ersten 5 
Codons des LacZ-Gens, 2 6 Aminosaurecodons aus der 
verbleibenden Polylinker Sequenz sowie der 
Amino sauresequenz en des FXaStrpA-Anteils gefolgt von der 
L r Targetseguenz. 

Beispiel 5 

N-tenninales Membrantargeting von Streptavidin. 

Aus Plasmid pFN6 wird nach BamHI-Verdau das 5»-seitig urn 
eine Faktor ; Xa-Proteasen-Schnittstelle erweitertes 
Streptavidin-Gen als 511 bp Fragment isoliert. Es 
enthalt Nucleotide bis 52 4 aus SEQ ID NO: 2. Dieses 
DNA-Fragment wird nach Auf fullen der Enden mit Klenow 
Polymerase in die aufgefullte Xbal Schnittstelle des 
Vektors pKSELS zwischen die E'und L ! Targetseguenz en 
integriert • In Plasmid pAVl ist damit in frame eine Gen- 
Fusion aus der E 1 -Targetseguenz und der FXaStrpA-Sequenz 
erfolgt. Die 3 1 -seitig des Streptavidins vorkommenden 
Stoppcodons bleiben durch die vorgenommene Klonierung 
erhalten. 
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Beispiel 6 

N- und C- terminales Membrantargeting von Streptavidin. 

Die in Plasmid pAVl . hinter dem Streptavidin-Gen 
vorkomenden stoppcodons 5 ' -TAATAA-3 ■ werden durch die 
Deletion eines 3 3bp groSen DNA-Fragments, das durch 
partiellen Hindi und nachf olgenden Xbal Verdau erzeugt 
wird, . entfernt. Die Streptavidinspezif ische DNA-Sequenz 
enthalt Nucleotid 14 bis 499 aus SEQ ID NO: 2* Nach* 
Auffiillen der Plasmid-Enden mit Klenow Polymerase und 
Religation, fusioniert die auf dem Vektor enthaltene L 1 - 
Targetsequenz in frame an die E 1 -Targetsequenz und die 
FXaStrpA-Seguenz (Plasmid pAV3 ) . Das entsprechende 
Genprodukt ■ verf ugt daitiit iiber eine N- sowie C-terminale 
Targetsequenz . 

Beispiel 7 

N-terminales Membr an targeting Von B-Galactosidase. 

Aus dem Plasmid pMC1403 (J. Bacterid. 143 (1980) 971 - 
980) wird mit Hilfe von PstI und Dral ein 3124 bp-DNA- 
Fragment (SEQ ID NO: 3) isoliert und gerichtet in die 
Pstl und Nrul Restriktionsstellen des Plasmids pKSELS 
ligiert. Das entstandene Plasmid pLZl enthalt die ersten 
54 Codons der E 1 -Targetsequenz., 13. Linker-Codons und 
1015 Codons des LacZ Gens. Das fur Plasmid pLZl 
verwendete Pstl/Dral-Fragment erstreckt sich im 
Sequenzprdtokoll SEQ ID NO: 3 von Nucleotid 2 6 bis 
einschliefllich 314 9 und umfaBt 312 4bp. 
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Beispiel 8 

N- und C- terminales Membrantargeting von B— 
Galactosidase. 

Aus Plasmid pMCl403 wird das 3 010 bp LacZ DNA-Fragment 
(PstI - EcoRI, Nucleotide 26 bis 3035 aus SEQ ID NO: 3) 
isoliert und in die Pstl/Hindlll Restriktionsstelle von 
PKSEL5 nach. Auf fullen der EcoRI bzw. Hindlll Enden 
gerichtet integriert. Damit ergibt, sich in dem so 
erhaltenen Plasmid pLZ 3 eine Fusion in frame der E 1 - 
Targetsequenz mit dem LacZ-Gen und der L* -Targetsequenz • 

Beispiel 9 

C-terminales Membrantargetirig von B-Galactosidase. 

Plasmid pLZ3 wird mit EcoRI und part iell mit AccI 
verdaut. Dadurch wird die E ! -Targetsequenz entfernt. Das 
Fragment enthalt die Nucleotide 29 - 3035 aus SEQ ID 
NO: 3 und ist 3007 bp lang (nach Auf fullen der EcoRI - 
Schnitts telle) . Nach Auf fullen der iiberstehenden DNA- 
Enden des Vektors und Religation ergibt sich der Vektor 
pLZ5 in welchem ein lacZ-L<-Fusionsgen vorliegt und " 
dessen Genprodukt iiber C-terminale Membrantargetsequenz 
verfugt. 
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Beispiel 10 

Herstellung der tragergebundenen recombinant en Proteine 
uber die Plasmide pMTVl (SEQ ID NO: 4) , pkSEL und pMLl 
(SEQ ID NO: 5) • 

Auf den Plasmiden pMTVl und pMLl bef indet sich eine 
Lysekassette, bestehend aus dem Lambda cI857 Repressor- 
Gen, dem rechtsseitigen Lambdapromotor/Operator System 
pR sowie dem PhiX174 Lysegen E. 

Die Integration des Fremdgens Jcann in der multiple;- 
cloning site mcs 2 fur pMTVl Oder pkSELS (Pig.l) 
erfolgen. Dabei wird in analoger Weise wie in den 
Beispielen 1-9 beschrieben vorgegangen, 

Beispiel 11 
Fermentation lind Lyse 

Das Plasmid wird in E. coli K12 (DSM 2093) integriert 
und die Kultur im Schiittelkolben bis zu OD 0,8 - 1,2 bei 
600 nm angezogen, wobei die Expression des Lysegens E 
durch cI857 Repressormolekule reprimiert ist (Eur. J. 
Biochem. 180 (1989) 393 bis 398) . Durch 

Temperaturerhohung auf 42 °C wahrend der exponentiellen 
Wachstumsphase der Bakterien erfolgt die Expression von 
Gen-E durch thermische Inaktivierung der cI857 
Repressbrmolekiile. Die durch Protein E verursachte Lyse 
von E." coli setzt je nach Kulturmedium (Voll- oder 
Minimalmedium, unter Beliiftung im Schiittelwasserbad) der 
Bakterien zwischen 10 bis 3 0 min nach Temperaturerhohung 
ein. Nach weiteren 10 bis 30 min ist die Lyse 
vollstandig. 
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Beispiel 12 

Modifizierte Protein E-Lyse. 

Es wird wie in Beispiel 11 kultiviert, wobei jedoch 30 
mih. vor Temperaturerhohung von 28 °C auf 42 °C das 
Kulturmedium durch Zugabe von Magnesiumsulf atlosung auf 
0,2 mo.1/1 Magnesiumsulf at gebracht wird. Dies verhindert 
trotz Expression von Gen E die Lyse der Bakterien. 

3 0 min. nach Temperaturerhohung werden die Zellen durch 
Zentrifugation geerntet. Durch Resuspension des 
Zellpellets in niedermolarem Puffer (PBS* 1 mmol/1 
Pliosphatpuffer, 1 bis 10 mmol/1 Tris - HCl pH 6 - 8) 
Oder Wasser erfolgt eine sofortige Lyse der Zellen. Die 
dabei anfallenden Zellhullen werden als Bakterienghosts 
bezeichnet. Bei dieseh Bedingungen, die einer 
Kombination von Protein E-Lyse und osmotischem Schock 
entsprechen, wird eine groBere Lysestruktur in den 
Bakterien erreicht. Die Morphclcgie der Bakterienghots 
bleibt auch unter diesen Bedingungen weitgehend : 
erhalten. 

Zur Reinigung werden die Bakterienghost 2 x mit PBS oder 
0,9 % NaCl gewaschen (resuspendieren und zentrifugieren) 
und gefriergetrocknet. 
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Beispiel 13 
Immunisierung . 

10 9 Keime (ehsprechend 1 mg Bakte'rienghosts 
Trockengewicht) pro Maus werden in 0,9 % NaCl 
intraperitonal 4 x in monatlichen Abstanden zur 
Immunisierung gegeben. 8 Tage nach der letzten 
Immunisierung wird Serum gewonnen und die Antikorper 
werden isoliert. 



Beispiel 14 

Bindung von biotinyliertem HBc-Antigen 

Nach Beispiel 4 hergestellte Bakterienghosts , in die 
Streptavidin uber Targetseguenzen integriert ist, werden 
lyophilisiert. 1 mg dieses Lyophilisats wird .10 ml einer 
L6 sung von 2 0 ig/mi eines Konjugats aiis Hepatitis B 
core-Ahtigen und Biotin (hergestellt durcb Reaktion von 
HBcAg mit N-Hydroxysuccinimid-aktiviertem Biotin) in 40 
mmol/1 Phosphatpuffer, pH 7,4, 3 0 min inkubiert und 
ahschlieBend mehrf ach mit 40 mmol/1 Phosphatpuffer, pH 
7,4, gewaschen. Auf diese Weise wird ein 
tragergebundenes HBcAg-Immunogen erhalten, das zur 
Immunsierung und Gewinnung von Antikorpern verwendet 
werden kann. 
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SBQ ID NO:l 

AKT EER SBCJJJUZ rNucleotidsequenz KEVl(gpl20/gp41) 
SECXJENZIANGE: 1451 Basenpaare 

SlKSNGBt^rEira 

gtogacctgc aggcatgcaa gc±GATCTIC AGACCIGGAG GAGGAGATAT GAGGGAGAAT 60 
TGGAGAAGIG AATEAIAIAA AIATAAACTA GTAAAAATTC AACCATTAGG AGTAGGACCC 120 
ACCAAGGCAA AGAGAAGAGT GGTCCAGAGA GAAAAAAGAG CAGTCGGAAT AGGAGCITIG • 180 
2TCCTIGGCT TCTTGGGAGC AGCAGGAAGC ACTATCGGCG CAGOGTCAAT GAOGCIGACG 240 
GTACAGGCCA GACAATTATT GTCTGGTATA GTGCAGCAGC AGAACAAJTT GCTGAGGGCT 300 
ATCGAGGGCC AAGAGCATCT GTIGCAACIC ACAGTCIGGG GCATCAAGCA GCTCCAGGCA 360 
AGAATCCIGG CTGIGGAAAG A3ACCEAAAG GATCAACAGC TCCIGGGGAT TIGGGGTIGC 420 
TCTCGAAAAC TCAITTCCAC C^CTCCTGTC CCTTGGAATG CTACTTCGAG TAATAAATCT 480 
CTGGAAGAGA TTIGGAATAA CATCACCIGG ATCGAGTCGG ACAGAGAAAT TAACAATTAC 540 
ACAAGCTTAA TACACTCCTT AA1TGAAGAA TCGCAAAACC AGGAAGAAAA GAATCAACAA 600 
GAAITAITGG AATIAGATAA ATCGGCAAGT TTCTCGAATT GGTTTAAGAT AACAAATIGG 660 
CTCTCGEA3A TAAAA37TATT CAEAATCA3A GTAGGAGGCT TCGTAGGTTT AAGAAIAGIT 720 
TTIGC1CTAC TITCTAIAGT G&ATAGAGIT AGGCAGGGAT ATTCACCATT ATCGITTCAG 780 
ACCX^CCTGC CAAACCOSAG GGGACOOGAC AGGCCOGAAG GAAITAGAAGA AGAAGGTGGA 840 
GAGAGAGAGA GAGAGAGATC C^TTOGATIA GTGAAOGGAT CXJPEAGGACT TATCIGGGAC 900 
GATCTGOGGA GCCTCTGCCT ; CTTCAGCTAC CACOGCTFGA GAGACTEACT CTIGA1TCIA 960 
AOGAGGAITC TCGAACTTCT GGGAOGGAGG GGCTGGGAAG CCCTGAAATA TTGGTGGAAT 1020 
CTCCEAGACT ATTCGACTCA GGAACTAAAG AATAGIGC1G TIAACTIGCr CAATGCCACA 1080 
GCTATAGCAG TAGCTGAGGG GAGAGATAGG CTTATAGAAT TAGTACAAGC AGCTEAILAGA 1140 
GCCACTOGCC ACAIACCIAG AAGAATAAGA CAGGGCCTCG AAAGGATTTT GCTATAAgat 1200 
gggtggcaag tggtcaaaaa gtagtgtggt tggatggcct gctgtaaggg aaagaatgag 1260 
aogagctgag ccagcagcag atggggtggg agcagtatct cgagacctag aaaaacatgg 1320 
agcaatcaca agtagcaata cagcagcfcac caatgccgat tgtgcttggc tagaagcaca 1380 
agaggaggag gagytyyy LL ttccagtcac acctcaggta cctttaagac caatgactta 1440 
caaggcagct g 1451 

In GroBbuc±tstaben dargestellt ist der CKTerrninus von gpl60 von KTVl 
(Griginall^indljiaten des EH8-KLons: 7199 bis 8372 (nach Ratner _et al. 
19 85 ) j ) / Na cih den 45 letzten Cbdons des C-Tferminus von gpl20 (5 1 - 

ATCITCAGA : GAAA AAAGA-3 1 ) folgen die 345 Cddons des gp41 ( 5'- 

GCAGIGGGAA TTCTCCTATAA-3 •) . 5'-seitig der HTVl-Sequenz erstreckt 

sich der fur die folgenden Klonierungen verwendete Ftalylinker. 

Referenz: Ratner, L. , Haseltine, W. , Patarca, R. , Livak, K.J. , Starich, 
B. , Josephs, S.F. , Doran, E.R. , Rafalski, J.A. , Whitehorn, E.A., 
Baumeister, K. , Ivanoff, L. , Petteway, Jr. S.R., Ptearson, M.L., 
lauteriberger, J.A. r Papas, T.S., Ghrayeb, J. , Chang, N.T. , Gallo, R.C. , 
Wong-Staal, F. 1985. Gcmpletie nucleotide sequence of the AIDS virus 
HTLV-III. Nature 313: 277 - 284. ' 
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SEJQ ID NO: 2 

ART DER SEQUENZ : Nucleotidsequenz (FXa-Strpa) 
SEQOENZLANGE:525 Basenpaaine 

S3RANSPCKM: Einzelstrang 

CNA sequence FXa-StrpA 525 b.p. carrplete sequence ; 

tctagaacta gtggatccat cgagggtagg tctATCGAOC CGTCCAAGGA CTCCAAAGCT 60 
GftGCTITCIG CAGCCGAAGC TCCTATCACT GGCACCIGCT ATAACCAACT GGGGTCGACT 120 
TTCflTIGIGA CCGCTGCTGC GGAOGGAGCT CTCACTGGCA CCTAOGAATC TGOGGTIGGT 180 
AACGCAGAAT COdGCTACGT ACIGACIGGC OCTIATCACT CTSCAOCTCC CACCGAIGGC 240 
TCIGGTACOG CICIGGGCTC GACTCTGGCT TGGAAAAACA ACTATOCTAA TGCGCACAGC 300 
GCCACEACCT GCTCTGGCCA ATACCTTCGC GGTCCIGAGG CTO3EATCAA CACTCAGTGG 360 
C2GTEAACAT CCGGCACIAC CGAAGOGAAT GCAIGGAAAT OSACACT&GT AGGTCATCAC 420 
ACCTTTACCA AACTEAAGCC TTCTGCrcCT AGCATXGATG CTGCCAAGAA AGCAGGCGIIA 480 
AACAAOGGTA ACCCTCIAGA OGCIGITCAG CAATAAtaag gated 525 

In Groi3buchstaben dargestellt ist die Streptavidinseguenz (Argarana et 
al 1986). Die fur die Eaktor Xa-Spaltstelle Ile-Glu-Gly-Arg kodierende 
DNA-Sequenz 5 ' -atogagggtagg-3 ' reicht in der hier aufgefuhrten Sequenz 
von Nukleotid 19 bis 30. 

Referenz : . . 

Argarana, C.E;, Kuntz, I.D. , Birken, S., Axel, R. , Cantor, Ch.R. 1986. 
Molecular cloning and nucleotide sequence of the streptavidin gene. 
Nucl. Acids Res. 14 (4): 1871 - 1882. 
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SBQ 3D NO: 3 

ART EER SBQOEWZrNacleotidseqaenz (LacZ) 
SEQaENETANGE:3152 Baseanpaare 

STRANGFO^rEinzel Strang 

AIIGACCAIPGA TIAaSAAITG CTCCAGCTOG AOGGATCCOG TOSTTTTACA AOGTOGIGAC 60 
TCGGAAAACC CTGGOGITAC CCAACTTAAT OGCCTTGCAG CACATCCCCC TITCXBCCAGC 120 
TGGOGTAAIA GCGAAGAGGC COGCACOGAT OGCCXTCTCCC AACAGTIGOG CAGCCIGAAT 180 
GGOGAAIGGC GCTTTGCCTG CTTTCOGGCA CCAGAAGOGG TCCCXSGAAAG CTGGCTGGAG 240 
TGOGATCTTC CTGAGGOOSA TACTGTOCTC G1CCCCTC&A ACTGGCAGAT GCAOGGITAC 300 
GATCOGCOCA TCTACACCAA OGTAACCTAT CCCATTAOGG TCAATCOGCC GITTCTTCCC 360 
AOGGAGAATC C3GAOGGGTTC ITACTOGCTC ACATTTAArG TTCATCAAAG CTGGCEACAG .420 
GAAGGCCAGA OGOGAA1TAT T1TIGATCGC GiTAACTOGG aGITICATCT GTCGTGCAAC 480 
GGGOGCTGGG TOGGTEAOGG CXZAGGACACT OJITIGOOGT CIGAATSTCA CCTGAGOGCA 540 
TTITTACGGG OOSGAGAAAA COGCCTOGOG GIGADGGIGC TGOGTTGGAG TGAOGGCAGT 600 
mOXTDGGAAG A1CAGGATAT CTGGOSGLAIIG AGOGGCA3TT TCOCTGA03T CTOCTTGCTG 660 
CAIAAACOGA CEACAGAAAT C3^GCX3ATTTC CATCTTCCCA CTOGCITIAA TCATCATTTC 720 
AGOOGOGCTG TACTGGAGGC TCAAGTTCAG AICTGOGGOG AGITCOJDGA CEAOCEACGG 780 
GTAACAGTIT CTTEATGGCA GGCTGAAAOG CAGCTOGCCA GOGGGACX3GC. GCCTTTOGGC 840 
GGfTGAAATTA TOGA3XSAGOG TGCTQjO^EAT GODGATOGOG TCACACEAOG TCTCAAOGTC 900 
GAAAACCOGA AACTGIGGAG CEOOGAAATC OQGAA^ 960 
CACACOGCOG AOGGCAOGCT GA37IGAAGCA GAAGCCTGdG ATCIOGCTTT COGOGAGGEG 1020 
GGGATIGAAA ATCGTCIGCT GCIGCTGAAC GGCAAGCOGT TCCTGA37TOG AGGOGTEAAC 1080 
CX3ICAC3GAGC ATCATCCTCT GGAITGGTCAG CTCATCGATG AGCAGAOGAT GGIGCAGGAT 1140 
ATOCTGCIGA TGAAGCAGAA CAACTITAAC GCa^PGOGCT GTTOGCAITA TOCGAACCAT 1200 
CCGCTGTGGT ACAOSCTCTG OSACOGCEAC GGCCTGTATC TCGTGGATCA AGGXZAATATT 1260 
GAAACCCAOG GCATCGIGCC AATCAATOGT CTGACX3GATC ATOOGCGCIG GCTAOGGGCG 1320 
ATCAGOGAAC GOGEAAOGOG AATGGEGCAG CGOGAiOGTA < ATCAQCOGAG TX2PGATCATC 1380 
/ TGGTOGCTGG GGAATCAATC AGGOCAOGGC GCTAATCAOG AOGOGCTGEA TOGCT3GATC 1440 
AAAICTGTC3G ATCCTTCCOG OOOGGTCCAG TA2GAAGGCG GOGGAGOOGA CACX3£2GGCC 1500 
ACOGATATIA TTIGCCOGAT GEAOGOGOGC GIGGATCAAG ACCAGCCCTT CXXX^CTGflG 1560 
COGAAATCGT CCATCAAAAA AJGGCTTTaG CTACCTGGAG AGAOGOGOQC GCTGATCCTT 1620 
TGOGAATAOG CpCAOGOGAT GGGEAACAGT CTTOGOGGIT TOGCTAAA3A CTtaSCAGGOG 1680 
TITCCTCAGT ATOCXXCTTT ACAGGGGGGC TTCGTCTGGG ACTGGCTGGA TCAGTOGCTC 1740 
AJTAAATATC ATCAAAAOGG CAACCCXJDGG TOGGCTEAOG GOGCTGATTT 1GGOGATACG 1800 
-GOGAAOGATC GCCAGTTCIG TATCAAOGCT CK3GTCTTIG OOGACOGCAC GCX3GGATOGA 1860 
GOGCTGAOGG AAGCAAAACA OCAGCAGCAG TITTTCCACT TCCXJ1T1ATC OGGGCAAACC 1920 
ATOGAAGTCA CCAGOGAATA OC1CTTCOGT CAIAGOGAIA ACGAGCTOCT GCACTGGATC 1980 
GTGGCGCTGG A3GGEAAGCC GCTGGCAAGC GGrlGAAGTGC GICTGGATCT OGCTOCAGAA 2040 
GCTAAACAGT TGA37TGAACT GOCTGAAC32A OOGGAGOOGG AGAGOGOOGG GCAACTCTGG 2100 
CTCACACTAC GOGTAGIGCA AOOGAACGC3G ACOGCAIGC3r CAGAAGOOGG GCACATCAGC 2160 
GCCTGGCAGC AGTCGOGTCT GGOGGAAAAC CTCAGICTGA OGCTCCOOGC OGOGTCCGAC 2220 
GCCATCCOGC ATCTGACCAC CAGOGAAAIG GAiTlTlGCA TQGAGCPGGG TAAHAAGOGT 2280 
TGGCAA3TIA AC30GCCAGTC AGGCTTPCIT TCAGAGAIGT GGATTCGOGA TAAAAAACAA 2340 
CTGCIGAC3GC QGCIGOGOGA TCACTTCACC OGTCCACOSC TGGA32AAOGA CATTCGOGTA 2400 
AGTCAAGOSA CCOGGATTGA CCCEAAOGCC TGGGTOGAAC GCTGGAAGGC GGOGGGCCAT 2460 
TACX^GGCOG AAGCAGOGTT CTTGCAGTCC ACX3GGAGADZA CACTDGCTGA TGOGGIGCTG 2520 
ATTAOGACCG CTCAOGOCTG GCAGCATCAG GGGAAAACCT TATITATCAG GOGGAAAACC 2580 
TACOGGATTG A1GCTACTGG TCAAATCGOG ATTACOGTTG AHCT7IGAACT GGOGAGOGAT 2640 
ACAOOGCATC OGGOGOGGAT TGGCCTGAAC TCCCAGCTCG OGCAGGTAGC AGAGOGGGTA 2700 
AACTGGCTOG GATTAGGGCC GGAAGAAAAC TATCCOGACC GCCTEACIGC OGCCTCTTIT 2760 
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SBQ ZD NO: 4 

ACT EER SEQJEXZ : Nucleot idsequenz (f*HVl) 
SBQCJEHZIANGE:5314 Basenpaare 

S3I»NGFtKM: Einzelstrang 

AAATTCIAAA OGITAAT&ET AGACAIAA1T TA3XXTCAAG TAAGGGGCOG AAGCCCCTGC «ri 

AATEftAAAir GTTCACCACC TACAIACCAA AGAOGAGOGC CITTAOGCIT GOCITH^m 120 

CCTOSCAAOG eCTGOGG&OS. ACrAGGGOSA GOGCCAGAAC GnTTITACC TTEAGACATT 180 

CAGXCTITOC TGOGCCTACA CGCAAGGTAA ACGCGAACAA TTCAGOGGCT TTAACOGGAC ^nn 

ASSSSSi 360 



/■Sm-aaal^rv? ^S^S^^S^ ^S^^E?^? ?^!?f^9??P AGCAATAAAC TCAACAlSGAG 420 



^ OCX3TCACTEA GAAGTGAGTA ^SSS SSSS JSS 

ATCTT^GGC AGGGATSTTC TCACCEAAGC TEAGAACCTT TAOCAAAGGT gSSggS L 40 
G»TCGG^AG CACAACCAAA AAAGCCAGIG ATTCTCCAIT CIGGCITCAG SnSSSS'SS 
, ATTOCATCAC Q3CACCAACA GGCTCCAAGC CAAGCTTICC TCACGGAATC TI^ATTCrcS 1260 
CTGAOO^A GCftGGCTSIT GAGCCAGGIG ATTTCIGCAT AGCCaSaCTT SSSS 
AGTTTACCTT CAAGAAACIG ATCAGGGATA GQ3GTCAGGT GTITTIACAA raCIAAACC 1380 
O^COC AATGATCCCA TCCIAATGAGA GnGTTCCGT TGIGGGGAAA gSdo!^ So 
GTCAGTCGOC TCAAGAGAOG TTTGGCDGAT OGGCAAGGTG ITCIGGTCGG O&CAEAGcS 1500 
ATAACaMTC AGCAAGAATC TOXATOGAAT TAGGGGAATT ITCAC^ S£ 
ACAIAGTftAA TCGAITGAAT TATCAAGAAT GGTTTITATC OGACTTACCG CAGCAAAAAT 1620 
AAAGGGAAAG A TACTIGAA G AOGAAAGGGC ATTITCCTAA AATTOGCGIT AAATOTTTGT iSo 
TAAAICflGCT CAirmTAA OCAATAGGCC GAAATCGGCA AAATCCCITA TOaSSaA ^740 
GAATAGACOG AGATAGGGTT GAGICTTGTr OCACTTTCGA ACAAGAGTCC ACEftTTAAAG 1800 
AACGTCGACT OCAAOGTCAA AGGGOGA AAA AOQ3TCTAITC AGGGOGATCG CCXaC^OCT 1860 
GAACCATCAC CCEAATCAAG CTTTTDGGGG TCGAGGTCOC CTAAAGCACT AAATOG^ 
CCEAAAGGGA GCQOOOGATT TAGAGCITCA C3GGGGAAAGC OGGOGAACGT GGOSAGAAAG 1980 
GAAGGGAAGA AAGQGAAAGG AGCGGGOSCT AGGGGGCTCG CAAGTGTAGC GGTCAOGCTG 2040 
OGOSTAAOCA CCAGACOOGC OGOGCTEAAT GOGCOGCIAC AGGGCGOGTC CCBnSbS 2100 
.CTCAGGCEAC GCAACICTIG GGAAGGGGGA TOSGTCCGGG CCTCITCGCT ATTACGCCAG 2160 
CTGGOSAAGG GGGGATGIGC TGCAAGGCGA TTAACTTCGG TAACGCCAGG GTnTCCCAG 2220 
JSSSS 31 *' CTAAAAQGAC GGCCAEIGAA CTGIAKEACG ACDCACTA3A GGGOSAATTC SIo 
GAGCTOCAOC GCGGTGGOGG OOSCICTACT ATCGTGCACT CTCAGTACAA KTGCTctS 2340 
TCOOGCAIAG TEAAGOCACT ATATACACTC OGCTATCGCT AOGTGACTCG G^SgcS 2400 
OGCCOOGACA CCOSOCAACA COOGCTSAOS CGCCCTGACG ' GGCTIGTCIG CToSgSt 2460 
COGCTTACAG ACAAGCTCTC AOOGTCTCOG GGAGCIGCAT GIGTCAGAGG TTTlScCCT 2520 
CfiTCAOOGAA AGGOGOGAGG CACTAAGGTC GGATCCTITC TCAGCAAITC GTCCCITAAG 2580 
TAAGCAATTC CICTAAAGTC GTCACTGTCC GGATCACOGC TTCCAGTAGC GACAGAAGCA 2640 
ATIGACT3CT AAATITOGAG AGAAAGATOG C3GAGGAAGAT CAATACATAA AGaSSgAAC 2700 
^a^ITC TCITOGACAT GGGTAATCCT CATCTTTCAA TCGCCCTAGA GGA^GGCC 2760 
AAGCITCCAT GCCIGCAGCT OGACTCTAGA GGATCCCCGA CGCTOGAOGC CA3^SaT 282^ 
GTEITCOCTA AAITCAGOGC CTTCCATGAT GAGACAGGCC GTTIGAATCT TCACGGGATC 2880 
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AACAIAAIAA GCAATCAOGG CAGCAATAAA CTCAAGAGGA GCAGGAAAGC GAGGGTATCC 2940 
CACAAAGTCC AGCGTACCAT AAACGCAAGC CTCAAOGCAG CGACGAGCAC GAGAGOGGTC 3000 
AGTAGCAATC CAAACTITGT TACTOGTCAG AAAATOSAAA TCATCITOGG TTAAATOCAA 3060 
AACGGCAGAA GCCTGAATCA GAAITOGACC TOGAGGGGGG GCCCECTACC CAGCTITICT 3120 
TCCCTITAGT GAGGGTCAAT' TCCGAGCTUG GOGTAATCAT GGTCAIAGCT GTITCXnGTC 3180 
TCAAATCGTT ATCOGCTCAC AATTCCACAC AACAIAGGAG CCGGAAGCAT AAAGTCEAAA 3240 
GCCIGGGGIG CCTAATCAGT GAGCTAACTC ACATEAATTG OjITCCGCTC ACTGCCCGCT 3300 
TrCCACTOGG GAAACCICTC GTCCCAGCIG CAJTAATSAA TOGGOCAAOG OGOSGGGAGA 3360 
GGOGGTTIGC GTATIGGGCG CICITCCGCT TOCTOSCTCA CTGACTOGCT GOGCTOGCTC 3420 
CTKEGCIGC GGCGAGCGGT ATCAGCTCAC TCAAAGGCGG TAATAOGGTT ATCCACAGAA 3480 
TCAGGGGAIA ACGCAGGAAA GAACATGIGA GCAAAAGGCC AGCAAAAGGC CAGGAAOOCT 3540 
AAAAAGGCCG CGTTGCIQGC GITITI CCAT AGGCTCGGCC CCCCTGA02A GCATCACAAA 3600 
AATOGaCGCT CAAGTCAGAG GTGGGGAAAC COGACAGGAC TATAAAGAIA CCAGGOSTTC 3660 
CCCCCTGGAA GCICCCTOGT GOSCICTCCr GTTOOGACCC TGCOGCITAC OGGATACCIG 3720 
TCCGCCTTTC TCCCTTOGGG AAGCGTCGCG CTITCTCAAT GCTCACGCIG TAGGTATCTC 3780 
AGTTCG3TGT AGGTCGTK3G CICCAAGCT3 GGCTGTGTGC AGGAACCCCC CGTTCAGCCC 3840 
GACXX^IGCG CCITATCOGG TAACTATCGT CEDGAGTCCA ACCCGGEAAG ACACGACTEA 3900 
TCGCC^CnGG CAGCAGCCAC TCGTAACAGG A1TAGCAGAG GGAGGTATC7T AGGCGGTCCT 3960 
ACAG^rrrrCT TGAAGTGGTG GCCTAACTAC GGCIACACTA GAAGGACAGT AITTCGTATC 4020 
TCOGCTCTCC TC&AGCCAGT TACXHTOGGA AAAAGAGTTG GTAGCTCTTG ATCOGGCAAA 4080 
CAAACCACOG CIGGEAGOGG TCGTITITIT GTTTCCAAGC AGCAGA1TAC GCGCAGAAAA 4140 
AAAGG.' v r^IC AAGAAGATCC TTTGATCTTT. TCTAOGGGGT CTGACGCTCA GTCGAAOGAA 4200 
AACTCAC~GTT AAGGGAHTT GGTCATCAGA TTATCAAAAA GGATCTTCAC CTAGATOCIT 4260 
TrA?* r ^'^AA AATCAAGTTT TAAATCAATC TAAAGTATAT ATCAGTAAAC TIGGTCTSAC 4320 
AGTT^CCAAT GCTEAATCAG TGAGGCAGCT ATCTCAGCGA TCIGTCTATT TCGTTCATCC 4380 
ATAGTT -CCT GACIGCCaGT OGTCTAGATA ACTAOGATAC GGGAGGGCTT ACCATCIGGC 4440 
CTC?GT:1CIG CAATCATACC GOGAGAOCGA OGCICACOGG CTCCAGATIT ATCAGCAATA 4500 
AACC— " ~CAG CCGGAAGGGC OSAGCGCAGA AGTCGTCCIG CAACTITATC OGOCTOCftTC 4560 
CAG^ftTTA ATTGTIGCCG GGAAGCIAGA GTAAGTAGTT OGCGAGTTAA TAGTTIGCGC 4620 
' AAO^T^TTG CCATIGCTAC AGGCATCGTG GTGTCA03CT OCTOGTITGG TATGGCMTC& 4680 
TTCAGC^CCG GTTCCCAAOG ATCAAGGOGA GTIACATCAT CCCCCATCTT GTGAAAAAAA 4740 
GCGGTTArcr CCTICGGTCC TCOGATOGTT GTCAGAACTA AGTIGGCCGC AGTSTT ATCA 4800 
CltA^' ^lTA TCGCAGCACT GCATAATTCT CHACTCTCA. TGCCATCOGT AAGATCCTIT 4860 
TCT--'v-^-TG GTCACTACTC AAOCAAGTCA TTCTCAGAAT AGTSEATCGG GOGAOOGAGT 4920 
-.-c OGGOGTCAAT AOGGGATAAT ACOGOGCCAC ATAGCAGAAC TTIAAAAGTC 4980 
CIX^ J^ TTG GAAAACGTTC TTOGGGGOGA AAACTCTCAA GGAICTTA.OC GCTSTCGAGA 5040. 

- "lA TCTAACCCAC TCGTGCACCC AACTGATCTT CAGCATCTIT TACTITCACC 5100 
AGCC' : " ' ~G GGTGAGCAAA AACAGGAAGG CAAAATCCOG CAAAAAAGGG AATAAGGGCG 5160 
ACAC r,'. / \ T GITCAATACT CATACTCTIC CirnTCAAT ATEA1TCAAG CAITTATCAG 5220 
GGTTKTGTC TCATGAGOGG AIACATAITr GAA1GTATTT AGAAAAATAA ACAAATAGGG 5280 
GTTCCGOGCA OOTTCCCOG AAAAGTGCCA CCTG . 5314 
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SEQ 3D NO: 5 

ART EER SBQDENZ : Nucleot idseguenz (pMKL) 
SEQUE2*ZlSNGE:7641 Baser^aare 

S3KANGEt3EW:Ein2elstrang 

GACGCCGGGC AAGAGCAACT OGGTCGCOGC ATACACTATT CTCAGAATGA CTIGGTTGAG 60 

TACTCACCAG TCACAGAAAA GGATCTTA.CG GATCGCATCA CACTAAGAGA ASTATGGAGT 120 

GCIGCCAIAA OZATCA GIGA TAACACTGOG GOCAACTEAC TTCTGACAAC GATOGGAGGA 180 

COGAAGGAGC TAACOSCITT TCTGCACAAC ATCGGGGA1C ATCEAACTOG CCTIGATCGr 240 

TGGGAACCGG AGCIGAATCA AGCCATACCA AAOGAO^AGC GTGACACCAC GATCGCK3CA 300 

GCAATCGCAA CAAOxTTGOG CAAACTATIA ACTGGCGAAC TACTTACTCT AGCTICCCGG 360 

CAACAATTAA TAGACTGGAT GGAGGCGGAT AAAGITCCAG GACCACITCT GOSCTOGGCC 420 

CFTCCGGCI& GCTGGFFmr TCCTSAIAAA TCTGGAGCOG GIGAGCGTCG GTCTOGOGCT 480 

ATCMTCCAG CACTGGGGCG AGATCGTAAG CCXTCCQ3EA TCXJCAGITAT CTACAOGACG 540 

GGGAGTCAGG CAACTATCGA TCAAQGAAAT AGACAGATOG CTSAGAIAGG TCCC^CACTG 600 

AJTA AGCA1T GGTAACICTC AGACGAAGTT TACTCATATA TACTTTAGAT TCATITAAAA 660 

CTicArrrrr aatitaaaag gatciaggig aagatccitt itcataaict catcaocaaa 720 

ATCOC3TAAC GDGAGTTITC GITCCACIGA GOGPCAGACC CCTIAAIAAG AnXSATCTTCT 780 
TCAGOTOCTT TTGCTCIGOG OCTAATCTCT TCCTCTGAAA AOGAAAAAAC OGCCTTCGAG 840 
GGOGGTITIT C3GAAGGITCT CTCAGCTACC AACTCITTGA ACCGAGGTAA CIGGCITCGA 900 
GGAGOGCAGT CACCAAAACT TGTCXTTITGA GTITAGCCIT AAOOGGCGCA 1GAC1TCAAG 960 
ACTAACTGCT CTAAATCAAT TACCAGIGGC TGCIGCCAGT GGTCCTTTIG CA3CTCTTTC 1020 
OGGCTIGGAC TCAAGAOGAT AGITACCGGA TAAGGQGCAG OGGTOGGACT GAAOGGGGGG 1080 
CTCXSTCCATA C^CTCCAGCT TCGAGOSAAC TCCCTACCOG GAACIGAGTC TCAGGCGTGG 1140 
AATCAGACAA AOGCGGCCAT AACAGOGGAA TGACACCGGT AAACCGAAAG GCAGGAACAG 1200 
GAGAGOGCAC GAGGGAGCOG CCAGGGGAAA OGCCTCGTAT CTTEA3AGIC CICTCGGGIT 1260 
TOGCCACCAC TGATTIGAGC GTCAGA3TTC GIGAIGCTIG TCAGGGGGGC GGAGCCTATG 1320 
GAAAAAOGGC TEEGCOGOGG OCX^CTCACT TCCCIGITAA GIATCTICCT GGCMCTTCC 1380 
AGGAAATCTC OSCXXX3GITC GEAAGCCMT TCOGCTOGCC GCACTOGAAC GACCGAGOGT 1440 
AGOGAGTCAG TGAGOGAGGA AGOGGAAHAT AICCTGTATC ACATATTCTG CIGACGGACC 1500 
GGTCCAGCCT TTITTCTCCT GCCACA3GAA GCACTDGACT GAGACCCTCA TCACTGCSCAA 1560 
CAIAGTAAGC GAGTATACAC TCGTCTAGCG CIGAGGTCIG CXTTOGIGAAG AAGGKHTGC 1620 
TGACTGATAC CAGGCCIGAA TOGCCCCATC ATCCAGCCAG AAAGIGAGGG AGCCACGGIT 1680 
GATCAGAGCT 'WJTlKn&GG TGGACCAGTT GGIGAITTTC AA CT1T1 GCT TTCOCAOGGA 1740 
AOGGIdGOG TIGTOGGGAA GATCOGIGAT CTDGATCCITC AACTCAGCAA AAGTTOGATT 1800 
TATTCAACAA AGCCAOGTIG IX3TCTCAAAA TCI^^ AAGATAAAAA 1860 

TAEATCATCA TSAACAATAA AACTGTCIGC TIACAIAAAC AGTAATACAA GGGGTCTTAT 1920 
GAG02A32ATT CAAOGGGAAA OGTCTTCCTC GAGGCOGQGA TIAAATTCCA ACA3GGATCC 1980 
TGAJTIAIAT GGGTA3AAAT GGGCTOGOGA TAA2CTOGGG CAATCAGGIG OGACAATCIA 2040 
TOGATTCTAT GGGA AGCCOS ATCOGCCAGA GITCITTCIG AAACATCGCA AAGCTAGOGT 2100 
TCCCAA3XSAT GTTAGAGATC AGA1GGTCAG ACIAAACIGG CTGACGGAAT TTATCGCTCT 2160 
TCOGACCATC AAGCA3TITA TODEZaciCC TGATGAIGCA TCGTIACrGA CGACIGCGAT 2220 
CCCOGGGAAA ACAGCATTCC AGCTAITAGA AGAAIATCCT GATTCAGGIG AAAATA2TCT 2280 
TGATCCGCIG GCACTGITCC TCOGCOGGTT GCA1TOGAIT aTICTTIGTA ATIGTCCTIT 2340 
TAACAGOGAH? CX SOGTAT TTC GICIOGCICA GGCGCAATCA OGAATGAATA ACGGTTIGGT 2400 
TGA3X30GAGT GATTT IGATC AOGAGOGEAA TGGCTGGCCT GTTGAACAAG TCTGGAAAGA 2460 
AATCGATAAG CT1T1GO CAT . TCTCACOGGA TTCAGTOGTC ACTCATCGIG ATITCTGACT 2520 
TGATAACCTT ATlTi'lGAOG AGGGGAAATT AATAGGTIGT ATIGATCTIG GAOGAGTCGG 2580 
AATOGCAGAC QGATACCAGG ATCITCCCAT CCTATCGAAC TCCCTOGGTC AGITTTCTCC 2640 
TTCATTACAG AAAOGGdETT TTCAAAAATA TGGTATIGAT AATCCIGATA TGAAIAAATT 2700 
GGAGTTIGAT TIGATGCTCG ATCAGITFIT CEAATCAGAA TIGGITAATT GGTTGTAACA 2760 
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CTCGCAGAGC ATEAOGCTGA CTTGACGCGA OSGOGGCTTT GITGAAIAAA TOGAACTTTT 2820 
GCIGACTIGA AGGATCAGAT CAOGCATCTT CCOGACAACG CAGACOGTTC OCTGGCAAAG 2880 
CAAAAGITCA AAATCACCAA CIGGICCACC TACAACAAAG CTCTCATCAA 03GIGGCICC 2940 
CICACETICr GGCTGGATGA TGGGGOGAIT CAGGOCTCGT ATCAGTCAGC AACAOCTTCT 3000 
TCACGAGGCA GAOCPCAGCG CECAAAGATC CAGGGGTAAA AGCEAAOOGC AJCriTAOOG 3060 
ACAAGGCATC OGGCAGTTCA ACAGATOGGG AAGGGCTGGA TTIGCTGAGG ATGAAGGTCG 3120 
AGGAAGGTCA TGTCA2TCTG CTGAAGAAGC TOGACX3GTCT TGGC030GAC AOOGCOGACA 3180 
.TCATCCAACT GATAAAAGAG TTTGATCCTC AGGCTCTAGC GCTIOGGITT ATIGAOGAOG 3240 
GG&2CAGEAC C^CGGIGAT ATGGGGCAAA TGGrTQGTCAC CATCCTCTOG GCIG7IGGCAC 3300 
AGGCIGAACG OOGGAGGATC CAGTTOGATC TAAOXACTC GTCCACCCAA CTGATCITCA 3360 
GCAI^TTTA CTTTCACGAG CGTTtCIGGG TGAGCAAAAA CAGGAAGGCA AAATGCOGGA 3420 
AAAAA* 3GAA TAAGGGOGAC AOGGAAATCT TCAATACTGA TACIGTECCE TITTCAATAT 3480 
TATTC.- AGCA TTEATCAGGG TEATTCTCTC ATGAGCGGAT ACAIATITGA ATCEATTEAG 3540 
AAAAA" - AAC AAATAGGGGT TCX3GOGCACA TTTCOCOGAA AAGTIGCCACC TCAQCTCTAA 3600 
GAAACX - .TEA OTAnxaTGAC ATEAACCEAT AAAAAIAGGC GTATCACGAG GCCCTTTOGT 3660 
CTTCA.* TCAT CTITCCCTTT Ali'lTl'IGCIG CGGTAAGTOG CATAAAAACC ATTCITCATA 3720 
MTCAATCCA- TITACEATGT TATCTTCIGA GGGGAGTCAA AATTCCCCEA ATTOGATGAA 3780 
GAIITCTTGCr CAATIGTEAT CAGCEATGOG COGACCAGAA CACCTTGOOG ATCAGGGAAA 3840 
OGTCir TCA GGCCACIGAC TAGOGAIAAC TTECCCCACA AOGGAACAAC TCTCA3TGCA 3900 
TGGGA7I -AIT , GGGEACTGnDG GGITTAGrlGG TEGEAAAAAC ACCTGACOGC TATCCCIGAT 3960 
CAGITJv:TIG AAGGTAAACT CATGACCCCC AAGECIGGCE ATCCAGAAAT CAOCTGGCTC 4020 
AACAG\ ~TGC TCAGGGTCAA OGAGAATTAA CATTCOGTCA GGAAAGCEIG GCITCGAGCC 4080 
TGTTC GOG GTCA3GGAAT TACCTTCAAC CTGAAGCCAG AATGCAGAAT CACIGGCTTT 4140 
TTIGG" GTG CTIACCCATC TCTCOGCATC ACCTITGCTA AAGGTECEAA GCTTJAGCTGA .4200 
GAACA'T OCT GCCTGAACAT GAGAAAAAAC AGGGEACECA TACTCACITC TAAGTGAOGG 4260 
CIGGA -CEA ACCECTECAT ACATCTOCTA GATITCTCIG GOGAUTGAAG GGCEAAATTC 4320 
TIC/vA: CEA ACTITGAGAA '1T1T1CTAAG CAATCOGGOG TTAIAAGCAT TEAATCGATT 4380 
GATCO' ■•11A AATAAAGGAC C^OGCCTCA CTCCCCGATC CXOS&CITGT CTGOGAGAGA 4440 
1TCCT LAT AAGCCAAGTT CATITITCIT TITEECATAA ATEGCITEAA GGOGACSIGC 4500 
GTCCI 'GC TGCTCTICTG TEAATCGITE CI'ITITIGIG CTGAIAOGIT AAATCEATCA 4560 
C03C^- - ^GA TAAATATCEA ACACOGTCOG TGTIGACEAT TTEACCTCTG GOGGTGATAA 4620 
TCGTT' : *TG TACEAAGGAG GTIGTATCGA ACAAOGGATA ACCC1GAAAG ATTAIGGAAT 4680 
GCGCT'L ZGG CAAACCAAGA CAGCEAAAGA TOCTctagCT AGAATTCAGG CTICTGCOGfT 4740 
TITGG? ;FEA ACOGAAGATG ATITC^ATTE TCIGAOGAGT AACAAAGTTE GGATTGCEAC 4800 
TCACC^' TCP OGIGCIOGrC GCIGOGTIGA GGdTGOGfTT TATCGEAOGC TGGACETTGT 4860 
GGG^T' :CT OGCTTTCCEG CTOCICriGA GrTTTAllTGCr GCOGTCATTG CTEATEATCT 4920 
TCATC" IC AACAITCAAA CGGCCTGTCE CATCATCGAA GGOGCTGAAT TTAOGGAAAA 4980 
CATTAi AT GGC3GT0GAGC GTCOGCTEAA AGOOGCTGAA TIGTEC3GOGE TEACCTTGOG 5040 
TCTACr ■ OA GGAAACACTG ACX^ITCTEAC TGAOGGAGAA GAAAAOGTCC GTCAAAAATT 5100 
AOGTGr GGAGIGATCT AATCTCTAAA GCTAAAAAAC GITCTGGOGC TOGCCCTGGE 5160 

CGTCCr GC OGTIGOGAGG TACEAAAGGC AAGCGEAAAG GC3GCTOGTCT TTGGEATGEA 5220 
GGTCGV-'^AC AATTTEAATT GCAGGGGCIT OGGCOCCTEA CTIGAGGAEA AATEATCTCT 5280 . 
AATAT". 1 -\4 CEGGOGCOGA GOCTATCCOG CATGACOTET OXaTCTIGG CITCXTIGCT 5340 
GGlfav - r TG GIXDGTCTEAT TACGATTECA ACEACECGGG TEATOGCIGG OGACTCCITC 5400 
GAG.AT""-' -CG CCGnXZGCGC TCTCOCTCTE TCTCCATTCC GTCCTGGCCT TGCEATTGAC 5460 
TCTAC1- AG ACAITETEAC T1TITATCTC CCTCATOCJEC ACGTTTATCG TGAACAGTCG 5520 
/• . ^ TGAAGGATGG TCTEAATGCC ACTCCTC3XX: OGACTGTEAA CACTACIGCT 5580 
TATATP :C ATGCCECTIT TCTEGGCAOG ATEAACCCTG ATACCAATAA AATCCCTAAG 5640 
CATTI'*- C AGGGTEATTE GAATATCEAT AACAACEATT TEAAAGCGCC GTGGATGCCT 5700 
GACO^: v- XI AGGCEAACCC TAATGAGAAT TCTCAIGTEE GACAGCTTAT CATCGATAAG 5760 
CITrA-' GTAGTTEATC ACAGTEAAAT TCCEAAOGGA GTCAGGGACC GEGTATGAAA 5820 

TCL^.a: G CGCTCATOGE CATCXTLOGGC ACX3GTCACCC TGGATGCIGT AGGCATAGGC 5880 
TTCGTI C CGGTACTGCC GGGCCTCTTG OGGGAIATOG TCGATECOGA CAGCATOGCC 5940 
AGT"~' Ai ' "G GOGIGCTGCE AGOGCEATAT GOGEIGATGC AATTECEATG OGCACCCXTTT 6000 

axrea: . ,c tctcogacog cinnxzcccGC cgccgagtcc tgctogcitc gceactigga 6060 

GCC.-,C r -G ACEAOGOGAT CATCGOGACC ACACCOGTCC TGTGGATCC3G GATCAGGAGG 6120 
TCGW- ^3 ACIGGATECC AAAGITCTGA ATGCTGCTIG CIXGTTGEIGA AT3GGGGCTC 6180 
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GTIGAOGACG ACATCGCTCG AXTGGGGOGA CAACT7IGCTS OGA3TCICAC CAAIAAAAAA 6240 
OGCCOGGCEG CAACOGAGGS TTCIGAACAA ATCCAGATCG AGITCIGAGG TCATTACIGG 6300 
ATOGCOGGAT CTCAATIGGT ATCTTEAGTC ACTTCTATCT AITTA!ITI r IT CAATAAATAC 6360 
AAITO3TEAT yitSlTTlQGG GGOGATOCTG AGGCAAAGAA AACCCGGCGC TCAGGOOGGA 6420 
AGGAIAAAGT GEAAAGCCTG GGGTGCCEAA TCACTGAGCT AAGICACATT AATIGOGITG 6480 
OSCTCACIGC COGCTTTCCA GTOGGGAAAC CICTOGTCCC AGGIGGAXIA ATCAATOGGC 6540 
CAAOGCGOGG GGAGAGGCGG TITCCCTATT GGGOGCCAGG GTCGTTTITC TTTTCAOCAG 6600 
TCAGAOGGGC AAGAGCTGAT TCCCGITCAC OGO^IGGCCC TGAGAGAGIT GCAGCAAGOG 6660 
GTCCAOGCTC GTTTGCCCCA GGAGGOGAAA ATCCTGTITC ATCCTGGITC ACGGGGGGAT 6720 
AIAACATCAG CTGTCTIOSG TATOGTCCTA TCCCACTACC GAGA3ATCOG CACCAACGCG 6780 
CaiSOOOSGAG TCGCTAAIGG OGOGCATTCC GOXAGGGCC ATCTGAIOGT TCGGAACCAG 6840 
CATOGGACTG GGAAGGATCG CCTCATTGAG CATTIGCATC GETIGTIGAA AACCGGAGAT 6900 
GGCACTCCAG TCGCCTICCC GTTCOGCTAT OGGCTGAAIT TCATIGCGAG TCAGATATTT 6960 
ATCCCAGCCA GCGAGAOGCA GAOGQSCOGA GAGAGAACTT AATCGGCCOG CTAACAGCGC 7020 
GACTTGCTGG TCACCCAATC OGACCAGATC CTCCAC3GCCC ACTOGOGIAC OCTCITCATC 7080 
GGAGAAAAIA ATACTCTTCA TCGGTGTCIG GTCAGAGAGA TCAAGAAAIA AOGCOGGAAC 7140 
ATEAGTCCAG GCAGCTTCCA CAGCAATCGG ATCCIGGTCA TCCAGOGGAT AGITAATCAT 7200 
CAGCCCAGIG AOGOGTTCOG OGAGAAGATT GTCGACCGCG GCIT1AGAGG dTOGAOGCC 7260 
GCITOSTTCr ACCAIGGACA CCACCAOGGT GGGACOGAGT TCATOGGOGC GAGATTIAAT 7320 
OGCOGOGACA ATTTGOGAOG GOGCGIGGAG GGCGAGACTC GAGGTCGCAA CX3CCAATCAG 7380 
CAAOGACICT TDGC OOGCCA GTIU11CTGC CAOGOGGITG GGAAICTAAT TCAGCTCCGC 7440 
CATOGOOGCT TCCALT1T1T CCCGCGTTTT CGCAGAAAOG TGGCTGGCCT GGITCACCAC 7500 
GOGGGAAAOG GTCIGATAAG AGACACCGGC AIAGTGIGOG ACATOCTATA AOGITAGIGG 7560 
TITGA CAITG ACCACCGIGA ATDGAGICTC TTCCGGGGCT ATCATCGCAT ACCGCGAAAG 7620 
GUT1UGOGCC ^CTOSAIGGT G 7641 
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ART DER SBQC3E«Z:Nucleotldsequenz (pKSELS) 
S&fJEU'ZZJMZS- 3681 Basenpaare 



STK?J-rT7rs3l: Einzelstrang 



60 
120 
180 
240 



AAATTGTAAA CGITAAIA1T ??5!S^ij^ TOOCTEVB^A ATCAfiAAGAA TAGACOGAGA 
S^SS SSSSaIS aSSS GIGGACrcxa 
TftGGGr ' ^ SSScaS GOGMX3GOCC ACEAOGIGAA CCATCAOCCT 

AOGTC '-^ GOGAAAAAOC JT^CA^ ^GCACTAAA TOGGAAOCCT AAAGGGAGOC 300 
AATCA/ - n:T TTIGGGGTOG J^TCCOSTA AAGCACT^AA ^^.^^ 360 

CXSItfwWVSC GGGOGCTAGG Gp^CT^^ «-£r?TO^CA TTCGCCATTC AGGCTAOGCA 480 

CAC-- ^ GCITAATC03 SS^AgSg GOGAAGGGGG 540 

aSSgS SSSS CGAQ3TTGTA 600 

GATGTu.-j.-jC AAGGCGMm CACEATAGGG GGAATTGGAG CTCCAOOGOG 660 

^ SSS^ ^IGGCIC A^GCIGa^ OCOGA^ 780 

5^" - - Sr^GCGC CX^GAOGGGC TIGTCTCCIC O0GGCATO0G CTEACAGACA 840 

GCCH " ^SSSSS GCTGOTCTG TCAGAGGTTT TCA003TCAT CACOGAAAOG 900 

^ c : - - ^Sahr^SA TCCTTIGTCA GdAATTOSTC OCITAACTAA GCAATTGCTG 960 

CGcr; tcaSgcSc cSeagogac agaagcaait gattggiaaa 1020 

TA?! ^ SSSSK SaSa^A TACATAAAGA GTTGAACITC TnGTHGICT 10B0 

3 SEgS S£ 

£v.:: SSSSS SS aat™c 15* 

; SSSS A^GAGQCG GAAGCATAAA CTGIAAAGOC TSSGGIGCCT 1620 
^ ' ' J ^SS^Sa TTAaSgOCT TCOGCTCACT GOOOGCnrC CACTOSGGAA 1680 

• if - • 2 SSSSS SSSdG gSaOGOGC GGGGAGAGGC GGTTIGaSEA 1740 
A& ? -£?SctTCC TOGCTCACrc ACTOGCIGCG CTOGGTOSIT aSGCTGOGGC 1800 

•TL;:: ' £ SS^S aSSgSI TAOGGTIMC CACAGAATCA GGGC3ATAAOG 1860 
Gi ^ f^SSS AAAGGCCAGC AAAAGGCCAG GAACOCTAAA AAGGCOGOCT 1920 

£T.: ,5 g^g^S SSSScC SgAOGAGCA TCACAAAAAT OGAOGCTCAA 1980 
.. GO3AAA0C0G ACAGGACIAT AAAGAIAOCA GGCGTTOCOC GCTGGAAGCT 2040 

^ J SScCCTGC CGCTTACOGG ATAOCTGTOC GCCTYTCrCC 2100 

^ SSS^ SSxTCEAG (^TCTCAGT TOGGTGTAGG 2160 

C CCTGGOGC11 ^-^^rXi ^tv/yyyyyy^ TTAnCCOGAC CGCTGOGCCT 2220 

1 SSS^S? SSS SSS^ SSSS- d^SS 2280 
TA - V SSa^ SSSSS G^CTAGG CGGTCCEACA GAGTTCrTGA 2340 
C ^ ^SSgS S^GAA GGACAGEATT TCGTATCIGC C3CTCTGCIGA 2400 

5 ^ScTK CICK^ T^CCAMCGCT 2700 
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^MCatSTGA GGCACCIATC TCftGOGAICT GTCTATTro- ^n^,-..,™, 

TCATACCGOG AGACCCACGC TCACCGGCTC CAgStS^ '™ AGTCCTGCAA 2820 

GAAGGGCCGA GCGCAGAACT Ga^SscS Sg^gS JSSJ^ SSS^" 2880 
GOTGCCGGGA AGCT&GACTA ACTZU3ITCGC rirmSSn S^" 1 '-^ TC^^AAIT 2940 
TTCC3ACAGG CASO^ SgS? S^SSF* 3000 

CCCftAOSATC AAGGOGftGTT ACaiGaiCCC SaSSr AGCT00GCTT 3060 

. raoKCToc GftTCGntnc agaaSSS SgSSSS S^SS^ ^? ocr 3120 

CAGCACTGCA TAATTCTCTT ACIGIGATCC cSSSS ATCCTEATCG 3180 

ACT&CTCAAC C&AGTCftlTC TS\GAA2ACT ^^^^^^cr ArYY=ar'mr^ ®*®^®»BG 3240. 
CCTGAAIAOS GGATAAEAOC cSSk^ SSgg 3300 
AAOCTICTIC GGGGCGftAAA CTCKAAGGA TcSrS^ J™^^ ATCATTGGAA 3360 
AAC0CACTQ3 TCCAOCCAAC SSSS SSKSJS S^ 31 " 3420 

sssssssss 5Eg see ssss SIS 

3681 
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Patentansp r u c h e 

1, Tragergebundenes rekombinantes Protein erhaltlich 
durch Expression eines Fusionsprotein-Gens in 

. gramnegativen Bakterien, welches fur mindestens eine 
hydrophobe, nicht lytisch wirkende membraninte- 
grierende Proteindomane spwie fur das rekombinante 
Protein kodiert und eines Gens, das fur ein lytisch 
wirkendes Membranprotein aus Bakteriophagen, fiir ein 
lytisch wirkendes Toxinreleasegen oder fur lytisch 
wirkende Teilsequenzen davon kodiert, und Gewinnung 
des tragergebundenen rekombinanten Proteins aus- der 
Kulturbruhe, 

2, Tragergebundenes rekombinantes . Protein nach Anspruch 

1 dadurch gekennzeichnet, daB die Proteindomane eine 
alphahelicale Struktur : besitzt und aus 14 bis 20 
Aminosauren besteht, die N- und C- terminal von je 

2 bis 30 beliebigen Aminosauren f lankiert sein 
kann. 

3. Tragergebundenes rekombinantes Protein nach den 
Anspriichen 1 oder 2 dadurch gekennzeichnet, daB das 
Fusionsprotein mindestens eine weitere Proteindomane 
enthalt, die aus 10 bis 16 Aminosauren besteht und 
eine B-Faltblatt-Sekundarstruktur besitzt . 

4. Tragergebundenes rekombinantes Protein nach den, 
Anspriichen 1 bis 3 dadurch gekennzeichnet, daB die 
Proteindomane, die Aminosauren 1 bis 54 aus dem 
Protein E des Phagen PhiX174 die Aminosauren 21 bis 
7 5 .aus dem Protein L des Phagen MS 2 und/oder eine 
Aminsoauresequenz, die aus diesen Sequenz en durch 
Aminosaureaustausch erhaltlich 1st und eine analoge - 
Protein-Sekundarstruktur besitzt, enthalt. 
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5. Tragergebundenes rekombinantes Pr~ ,._in nach den 
Anspriichen 1 bis 4 dadurch geken;, --Ichnet, daB die 
Proteindomanen und das re3combina:;Li Protein durch 
eine hydrophile Aminosauresequenz ::.it 2 bis 100 
Aminos aur en und ungeordneter Seku:;^ a rstruktur 
verbunden sind. 

6. Tragergebundenes rekombinantes -Pr'ouein nach den 
Anspriichen 1 bis 5 dadurch geken:._— ichnet, da5 das 
rekombinante Protein eine antige^e s truktur 
aufweist. 

7> Tragergebundenes rekombinantes Pr „ :sin nach den 
Anspriichen 1 bis 6 dadurch gekenn^iichnet, daB an 
das rekombinante Protein ein nicht kovalent^ 
bindender Bindungspartner fur dies-s Protein/ an den. 
gegebenenf alls noch weitere "SubsLanzen kovalent oder 
nicht kovalent gebunden sind, geLui.den ist. 

Tragergebundenes Protein nach Anspruch 7 dadurch 
gekennzeichnet, daB das rekombinaate- Protein 
Streptavidin oder Avidin ist. 

,■ , f ■ ■-. ■ 

Tragergebundenes Protein nach den Anspriichen 7 und 8 
dadurch gekennzeichnet , daB der nicht kovalente 
Bindungspiartner ein biotinyliertes Antigen ist. 

10. Rekombinante DNA, die eine erste DNA-Sequenz (DNA- 
Targetsequenz) , welche fiir mindestens eine 
hydrophobe, nicht lytisch wirkenda 
. membranintegrierende Proteindomane codiert , eine 
zweite DNA-Sequenz (DNA-Proteinsecuenz) , die fiir ein 
rekombinantes Protein kodiert, sowie eine unter 



8. 



9.. 
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davon getrennter Kontrolle stehenden DNA-Sequenz 
(DNA-Lysegen) , die fur ein lytisch wirkendes 
Membranprotein aus Bacteriophage!* oder ein lytisch 
wirkendes Toxin-release-Gen oder fiir deren lytisch 
wirkenden Teile kodiert, enthalt. 

11. Verfahren zur Herstellung eines tragergebundenen 
rekombinanten Proteins, dadurch gekennzeichnet, daB 
in gramnegativen Bakterien ein Fusionsprotein f 
welches mindestens eine hydrophobe nicht lytisch 
wirkende membranintegrierende Proteindomane sowie 

" ein rekombinantes Protein enthalt und ein lytisch 
wirkendes Membranprotein aus Bakteriophagen oder 
eihes lytisch wirkenden Toxinrelease Gens oder 
lytisch wirkender Teilsequenzen davon exprimiert 
werden und das tragergebundene rekombinante Protein 
aus der Kulturbriihe gewonnen wird. 

12. Verfahren nach Anspruch 11, dadurch gekennzeichnet, 
daB mindestens ein weiteres Gen eines rekombinanten 
Proteins exprimiert wird. 

13. Verfahren nach den Anspriichen 11 oder 12 dadurch 
gekennzeichnet, daB bei der Kultivierung die 
Aktiyitat des lytischen Membrahproteins ihhibiert 
oder die Expression des lytisch wirkenden 

. Membranproteins oder Toxingens reprimiert wird und 
zu einem gewiinschten Zeitpunkt die Inhibierung oder 
Repression aufgehoben wird. 

14. Verfahren nach den Anspriichen 11 - 13 dadurch 
gekennzeichnet, daB das tragergebundene Protein mit 
einem gegebenenf alls derivatisierten Binduiigspartner 
fiir das tragergebundene Protein inkubiert und das 
entstandene tragergebundene Konjugat isoliert wird. 
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15. Verfahren zur Herstellung von Antikorpern dadurch 
gekennzeichnet, daB ein Saugetier 'ir.it einem 
tragergebundenen Protein nach den k,.spruchen 1 bis 9 
immunisiert wird und die Antikorper aus dem Serum 
oder der.Milz gewonnen werden. 

16. Verfahren zur Herstellung von Antikorpern nach 
4 Anspruch.15 dadurch gekennzeichnet , daB B- 

Lymphozyten der immunisierten Tier^ in Gegenwart 
von transfomierenden Agenzien, mit airier geeigneten 
Zellinie fusioniert 'werden, die gevanschte 
Antikorper produzierende Zellinie kioniert und 
kultiviert wird und aus den Zellen oder dem 
Kulturiiberstand die Antikorper gewonnen werden. 

17. Verwendung der tragergebundenen Proceine nach den 
Anspriichen 1-9 zur Herstellung von Vakzinen, ' 

18. Vakzin, erhaltlich nach den Anspriichen l - 9. 
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